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【学位論文審査の要旨】 
１ 研究の目的 
生体内において、酸化ストレスや熱、栄養飢餓状態といった様々なストレスに応答する
システムが存在する。強いストレスに応答した細胞死の研究は従来多く行われてきたが、
弱いストレスに応答する際、細胞死を選択するまでには至らず、ストレス顆粒と呼ばれる
構造体を形成して一時的に翻訳を停止することで、ストレスに抵抗するシステムが存在す
ると考えられるようになりつつある。このストレス顆粒の構成要素として、リボソーム 40S
サブユニット、mRNA、翻訳開始因子、RNA結合タンパク質 TIA-1などが報告されており、
これらの因子群がストレス顆粒内に取り込まれ、翻訳が一時的に停止すると考えられてい
るが、ストレス顆粒形成やその調節機構について、分子レベルでは、未だ十分な説明はな
されていない。 
RNA結合タンパク質 Nrd1（分裂酵母における TIA-1ホモログ）は、ストレス顆粒のマ
ーカーとされ、ストレス顆粒形成の鍵となる因子である。また、足場タンパク質としてよ
く知られた Cpc2（分裂酵母における RACK1ホモログ）と結合すること、また、Pmk1（MAP
キナーゼ）によってNrd1がリン酸化されるとストレス顆粒形成が促進されることが報告さ
れている。本研究では、ストレス顆粒形成に重要なこれらの因子のストレス顆粒形成機構
を、分子構造の観点から明らかにすることを目的としている。 
 
 
２ 研究の方法と結果 
(1). Nrd1と RNAの相互作用解析及びNrd1の構造解析 
はじめに、Nrd1のどの領域が RNAとの結合に重要であるのかを調べるため、各 RRMド
メインの発現系を作製し、その調製を行った。調製した各試料を用いてNMRによる cdc4+ 
mRNA との結合実験を行った結果、RRM3-RRM4 タンデム領域で結合が確認された。
RRM3単独サンプルは高塩濃度下においてのみ調製可能であったため、RNAとの結合実験
を行うことができなかったが、RRM4単独では RNAとの結合が見られなかったことから、
RRM3が RNAとの結合に重要であることが示された。 
RRM1-RRM2のタンデム領域と、該当する各 RRM単独の 1H-15N HSQCスペクトルを
比較し、その結果、化学シフトは一致しなかったことから、RRM1と RRM2のドメイン間
相互作用の存在が示された。RRM3-RRM4タンデム領域に関しても同様の結果を得ている。
4つの RRM全てを含んだ領域である RRM1-2-3-4についてもサンプル調製に成功し、スペ
クトルをRRM1-2及びRRM3-4と比較し、それぞれのスペクトルと一致した。したがって、
RRM1-2 と RRM3-4 の間には相互作用が存在しないことが示された。また、RRM2-3、
RRM1-2-3のサンプル調製も行ったが、どちらも凝集を起こした。RRM1-2-3-4、RRM2-3-4、
RRM3-4でのサンプル調製には成功しており、RRM4は RRM3の安定化に寄与していると
解釈している。 
 
 
 次に Nrd1 全長の構造解析の第一段階として、RRM2 単独ドメインの構造を NMR によ
り決定した。また、RRM1-RRM2 及び RRM3-RRM4 タンデム領域の主鎖の帰属を行い、
全体での構造解析を前進させた。次に Nrd1 全体構造のドメイン配置の知見を得るため、
SAXS測定を行った。測定試料は RRM1-2、RRM3-4及びN末端と C末端を除いた 4つの
RRMすべてを含む領域である RRM1-2-3-4を用いた。SAXS測定から得られた Kratkyプ
ロットから、RRM1-2、RRM3-4はそれぞれ、ひと固まりのホールディングをしていること
を明らかにした。次に、GASBORを用いて各試料の擬原子モデル構造を構築し、非リン酸
化状態においてNrd1が 4つのRRMが一直線上に並んだ伸びた棒状の構造であることを明
らかにしている。この結果は、RRM1-2 と RRM3-4 との間に相互作用の見られなかった
NMRでの結果とも一致するものである。Nrd1が伸びた構造であることにより、RNAと結
合が示唆された領域である RRM3の結合表面が露出している状態であるため、RNA結合可
能な状態となっているのではないかと考えている。 
 続いて、リン酸化状態での構造を調べるために、リン酸化ミミック体を用いた実験を行
った。リン酸化されたスレオニンの負電荷を模倣し、スレオニン残基をグルタミン酸やア
スパラギン酸に置換した変異体を調製し、NMR測定を行った。その結果、RRM1-2領域に
おけるリン酸化ミミック体は、野生型のスペクトルとは一致せず、分離したピークは RRM2
単独のスペクトルと非常に近いことを示した。また、RRM1 単独領域のリン酸化ミミック
体のスペクトルは、線幅が広く分離していないため、立体構造がほどけ、さらに凝集を起
こしていることが示唆されたことから、Nrd1 はリン酸化されていない状態では RRM1 と
RRM2の間にドメイン間相互作用が存在するものの、リン酸化されると RRM1の構造が崩
れ、RRM1と RRM2の間の相互作用が失われた状態になっていると考えている。Nrd1の
リン酸化により RRM1 の構造が崩れ、Nrd1 全体の凝集性に影響を及ぼし、ストレス顆粒
の形成が促進されているのではないかと考察している。 
 
(2) Cpc2と Nrd1の相互作用解析及び Cpc2の構造解析 
 Nrd1 と Cpc2 との複合体形成はストレス刺激に応答してストレス顆粒を形成する重要
な因子として知られている。この相互作用を調べるため、Cpc2（314残基）の 1H-15N TROSY
測定を行ったところ、分離の良いピークが得られた。 TROSY-HNCACB、
TROSY-HN(CO)CACB、 TROSY-HNCACO、 TROSY-HNCOにより主鎖の帰属に成功し
ている。またNrd1 RRM1-2-3-4との結合実験を NMRにより行い、そのスペクトルの変化
の観測に成功している。次に Cpc2の相互作用領域を特定するため、X線結晶構造解析によ
り Cpc2の構造決定を行い、良い分解能での解析に成功した。Cpc2は 7つのWDドメイン
から成るβプロペラ構造と呼ばれる球状構造であった。Nrd1 との結合実験の結果ピーク強
度変化の大きいアミノ酸残基を決定した構造にマッピングしたところ、Cpc2の Nrd1との
結合面は、Cpc2のリボソーム 40Sサブユニットとの結合サイトとは逆サイドの領域で結合
していることを明らかにした。このことから、40Sサブユニットの結合サイトと競合するこ
 
 
となく、40SサブユニットとNrd1が両方同時に Cpc2は結合でき、ストレス顆粒形成可能
となると推測している。Nrd1 がリン酸化されると、Nrd1 全体の凝集性が増大することに
よって、ストレス顆粒の形成が促進されることが示唆された結果と合わせて考えると、Cpc2
を介して 40S サブユニットを凝集体に巻き込む形でストレス顆粒を形成し、翻訳の停止が
行われていると示唆された。 
 
３ 審査の結果 
従来まで全体構造の研究が困難であった Nrd1について、高い技術をもって、様々なコン
ストラクトを作成し、またそれぞれのタンパク質を調製することで、まず構造研究の基盤
を確立させている。Nrd1は 4つのドメインが数珠状に繋がった構造を成すマルチドメイン
タンパク質で、ドメインが柔軟なリンカーで結ばれた柔軟なタンパク質であるため、結晶
化が困難な側面を持つが、著者は溶液状態での構造解析が可能である NMR と SAXS を巧
みに行いて、Nrd1全長構造を明らかにした。また、リン酸化をミミックした変異体のNMR
測定から、Nrd1が Pmk1によりリン酸化されるとストレス顆粒形成が促進されるメカニズ
ムを考察することに成功した。 
さらに、Nrd1と共にストレス顆粒を形成する重要な因子である Cpc2と Nrd1の相互作
用の NMR による解析を行い、また、相互作用部位を構造的に明らかにするために、Cpc2
の X 線結晶構造を決定している。決定した立体構造及び NMR により同定した作用部位に
基づき、リボソーム 40SサブユニットやmRNAを巻き込んだストレス顆粒形成による翻訳
停止機構に関する考察を行っている。 
全体を通し、本研究において著者は、ほぼ独力で、研究に必要な試料、即ち 15N、13C、
2Hによって標識された種々のタンパク質を調製し、また種々の発現系や、その変異体も遺
伝子操作により調製を行った。NMRスペクトルの解析、立体構造計算は緻密であり、また、
X線小角散乱や、X線結晶構造解析も共同研究による指導のもと、的確に行っている。以上
より、著者が分子生物学、生化学、NMR分光法、構造生物学の専門的知識を習得している
と判断できる。また論文全般において、記述は論理的で、水準に達していると判断された。 
 
４ 最終試験の結果 
本学の学位規定に従い、最終試験および試問を行った。公開の席上で論文内容を発表し、
化学専攻教員他による質疑応答をもって試験とした。また論文審査委員による本論文、そ
の背景、および関連分野に関して試問を行った。その結果、専門科目および外国語につい
ても充分な学力を有しているものと認め、合格と判定した。 
 
